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B"te*ssssn=SK=s3 ass- — 



ayant one activite cytoto W e. U present* ,rwen ^ 
„ A ce iou, lea resuKats ,es p.us encouraged cmenus dans ,e cadre de ~U 

15 traitement). 

raponse ,mmunrta,re asaoc ee a motmtees capables d'expnmer 



.^mentabon du taux de survie des parents laites - — - « - «- 
seconds absque VaoKvlteqrtotoxiquerecherchte. 

, , -n *st une cytokine notamment expnmee paries 

U CSF-1 (Celeny stimulate factor 1) est cytoK 

oocytes, Cest un tacteur de M * ^ * g U ™ ^ „ ,,,, 

5 son recepteur es, ,e produit du proto-oncogene oft. She™, a _ 
Ue CSF-1 eat element exprime de facon phys,oiog,q e dans ler^m 
humai n ainsi que par cedaines cellules ^ ^^^Jdu 

im ™„ohistoch,mie et hybr,da«on in situ ont m,s en **n. ^espte P 
CSF-tdansiesoei.uiestu.oraiesinvasivesaiorsquune^ 

I0 *»<^^»~-*^'%rr^L Cardnog., 1093, 

7207-211). La production de CSF-1 par des patt ents, qui peut 

notamment par une augmentation desacon^ 

a ,ors atteindre piua de 1000 pg/mi contra mens d. 300 pgM * J ^ 
1S te ne concent ^ J^-* ^ 
defavorable (Scholl et al, Br. J. Cancer. 1994, 69, o^z 
Treat., 1996 39:275-283). 

, . , , , flue le csf-1 stimule la mobilite et I'invasivite des cellules 

Par ailleurs, i a ete montre que le oor i »«m , Qfl(l u1 

Kar ameur*. « mmunol., 1988, 141, 

20 575-579; Filderman et al, Cancer Research, is . finfiltration 
un enat cbimio^ue. sur les pleura Ma .ee myelo, a, q^ ^ ^ ^ ^ 

d as monocytes dans ~ ^ ° ^a — ire (Dorset, et a,., 1003, Eur. 
observer une destruction de la tumeur par » 

0. immuno,, 23, 186-100). .I sembie en e«et que du sein , des ovairas 

25 commorient retrouvescbezdespa,^ 

ou du pandas, orienta ,a differenoiation de oes ' 3 une 

calluies dendH«ques capabies de presenter les ^ (Soho „ „ a , 

*~ — - rtlTUS C IT! Ce, SO,., 2000, 114, 00, 
1996, Breast Cancer. Res. Treat., 39, 275 a 

30 1 ° 10) " , h mn«ma des produits de combinaison permettant d'induire la 

La presente demande conceme des produ.ts csjr _ 

mort des cellu.es— etdecontraier la — 

1 chez les patients traKes. L'assoc,at.on de ces de u propn P 

=^n=r.rrjn::rr^ 



Ainsi, la presents invention concerne un produi. de eombinaison comprenant : 

0) au moins una substanca capabia d'inhiber ractivite de CSF-1 etfou au 
moins un acide nuclelque, comprenant au moins una sequence 
oodant pour una substanca oapable d'inhiber 1'activite da CSF-1 at, 
00 au moins una substanoa ayant au moins une activite eytotoxique aVo.au 
10 moins un aoide nudeique, oomprenant au moins una saquanoa 

oodant pour una substance ayant au moins una activite cytotox,que. 

Par "substanca capabia d'inhiber MM* da CSF-1" on antand designer tea 
Par substance cap subs tances capables d'inhiber la 

substances capables d'inhiber I expression de CSF-1 et les suds 
15 liaison de CSF-1 a son rtcepteur. 

Par-capable d'inhiber Expression deCSF-1" on entend signiflerque 

oapadte dune substance a ^^^^-TZ^Z substance eapabte 
vitro en mettant en oontact des oellules expnmant CSF 1 avec , adtte 
' 20 d'inhiber Expression deCSF-1,puis en n— ' T^9o, 
oellute (Birchenall-Roberts et a!.. J. Immunol. 1990, 145, 3290-3296). 

Salon un mode de realisation pretere de Invention la substance oapable cTinhlber 
I'activite de CSF-1 est un oligonucleotide. 

Parmi les Cigonucleotides oapabtes d'inhiber .'expression de CSF-1 on peut 
25n otammentciter,,,gonucteot, r d,cr r ^ 

3290-3293,. f^^^^S^*^ « ^ * * 

de CSF-1 par les cellules cibles. 
3„ us deposants ont egaiement .dentil de nouvaaux oligonucleotides, oapabtes 

d'inhiber I'expression de CSF-1. 

Mnsi, la presente invention conoeme egaleman, un oligonucleotide, -f-**^ 



Indus deSEQ ID N0:1. 



10 

cellules, 



on peut nota.men, dter tes oUgonucleoMes ~ ^ mode de 



phosphorothioates. 

20 Ces derfces eomprennen, «. ^% nine , la ^cvtosine. ,e 

deoxyoytidine.la 6-(1-propyny0-2deoxyurWlne, la » d6azaflu anine at la 2,6- 
L— . , 5-Hydro^etnylura* la 8-a^n, — 
dia m lnopunne. Selon un n,ode de ^'J une ou plusieurs 

.■invention eomprend una ou plusieurs S^-propynyl^deoxyund 

25 s-O-propynyO-Z-deoxycytidine. 

un ou pleura groupements osas sont "J-** « >> , , et/ou 

entenddes.gner.es grouped ^ p-** * 
tf est remplaoe par una autre fonot,on ontaque. Saton un m ^ 
30 .'invention, foligonudeoflde se.on .'invention oomprend un P .u 
methoxyethoxyl, 2'-propoxy et/ou 2'-fluoro. 

Ts 10^.08 6 238,921 don, .econtenu est inoorporel. par reference. 



, a.r» ™*oares selon des techniques bien connues de 
Us oligonucleotides peuvent etre prepares une 

„ de rart. notammen, par ,es ^^^^onu^des oy me 
revue voir Sproat et a,. 1984. Ga "' MJ - E< * " 

phosphotriester method. In Oligonucleohde Synthes* Apr 
5 IRL Press, Oxford pp.83-115). 

^.ede^^ 
^ est capable de se Her spectfquement a « '^ MsMae<tme ^ 
consequence de liaisons hydrogenes entre les n 

entre deux nucleotides 

les nucleotides de la sequence clWe cfautre part. Pou, jela » ^ 
,„ s o« possibie, II taut que oes deux nu^s compose* un 
rho mme du metier qu'i. n'es, pas ^ ^ „ s , quence dble pour qu1 . y est 

decrites par Southern et al. (Ciba Found.Symp.. 1997, 209, 38-14). 

La donation de ,a s^nce J^^^T-I^^ 

Par ^uence -T. on entend designer une sequence ,AO* I 9— • -J 
ces sequences d'ADN genomique. 

de preference de 12 a 28 nucleotides et de man,ere tout a pr 
nucleotides. 

decides desoxyribonudeiques il pourra etre trenscnt - PJ** „ gne 

nud eique. Ainsi Invention concerne egalement un aade nucle,que 
sequence cedent pour un oligonucleotide selon invention. 



Par™ .es substances capables d'inhiber la liaison da CSF-1 a son raceptaur on peu. 
citer par axempla las anticorps. peptides, lipides ou suoras capables da sa Uer a CSF-1 ou a 
son recepteur. 

Selon un moda da realisation prefers, la substance capable d'inhiber la liaison de 
5 CSF-1 a son recepteur est un anticorps. Par "anticorps" on antend designer las anhcorpe 
polydonaux, lea anticorps monoclonau*^^ 
d'anticorps. Plus particuiierement, par «fragmen,» d'anticorps on entenc • 
fraoments F(ab)2 Fab', Fab, Fv, sFv (Blazer et al„ 1997, J. of Immunology 159. 5821-5833 , 
£TT ££L~ 242, 423-428, e, dAbs (Ward et a,., 1989, Nature 341, 544) d'un 
10 anticorpa na«f qui, sea d'odgine polydonale ou monoclone, 

Antibodies: A manual of Techniques and Applica«,ons H. Zola (CRC -.Pre*. 
Monoclonal Hybndoma Antibodies : Techniques and Appl-caUone, J. Hurr^l (CRC P^ 
1982)) Per ailleurs, une revue gyrate des techniques concemant la synthase de 
frjents d'anticorps qui retiennent 
,5 dans Winter et al. (1991. Nature 349, 293-299). Certains anhcorpa capablas de se her * 
CSF-1 ^ - rLpteur son, dispones commercialement (par example aupres de 
Oncogene Science, Manhasset, NY. USA). On pet* ^element citer I'enticorps monoclone, 
decrit par Birchenall-Roberts et al. (J. Immunol.. 1990. 145. 3290-3296). 

Salon un autre mode de realisation da .Invention, , la substance capable d'inhiber la 
20 .iaison de CSF-1 a son recepteur est un peptide capable de se tier A CSF-1 ou au rjoapteur 
CSF-1. Caa peptides peuvent etre prepares aelon des procedures ^'^^ 
anteneur. Par exemple, cea peptides peuvent «re prepares par des techn,ques de Phage 
display (Smith. G. P., Curr. Opin. Biotachnol. 2: 668-673 (1991). 

Par "substance ayant au moins une activita cytotoxique ,. on entend indiquer qua la 
25 substance consider* est capable d'induire ou d'edver une reponsa immune d,ng,e 
ILflquemant centre une ceilule cib,e ou d'inhiber la oroissance et / ou la drv,s,on dune 
et cellule. Selon un cas pr^re, ca«a activita cytotoxic se traduK par ,a mart de la 
Tule Dans un mode de r6a,isa«on pr^rede ,'invention, .adite caiiule cible estuna cellule 
tumorale (I'activita cytotoxique est alors appelee activlte antitumorale). 
30 L'ao«vi.6 cytotoxique d'une substance donnSe, notamment una active antitumor^ 

paut etre evaluee ,„ vtfro par ,a meeure de ,a survia cellulaire soit par des tests de 
court tarma (ta. qua par axemple .a test au blau tryptan ou MTT). soK par das tesfc de su.e 
olonogenique (formation da colonies) (Brown et Woutera, 1999, Cancer Research, 59 1391- 
13 99) oul v*o par la masure da la croissanoa das tumeurs (tailia et/ou volume) dans un 
35 mod«e animal (Ovajera et Houchens, 1981, Semin. Oncol., 8, 386-393). 



Selon un mode de realisation de Invention la substance ayant au molns une activite 

^JT- -* — * — s wera9issant avec ,,ADN ' 165 ant ' metabontes • 

les inhibiteurs de topo-isomerases et las agents du fuseau. 

Les substances interagissan. avec fADN sent des substances comment utilises 
5 dans ,e cadre des traitements anticancer. On peut notamment citer lea aidants tea 
ale! de methyl (par exemple ,a nHroso-ureee). ,ea organoplatines (nCammen, le 
dsplatine, le carboplatine et roxaliplatine) et les agents scindants I'ADN. 

Las antimetabolites agissent en inhibant le metabolisms cellulalre et sent egalement 
bi en connus de rhomme du metier. On peut citer notamment les Mm . comm. P 
10 example .e methotrexate et le raWtrexed, les antipurigues comma .a oladnb neja 
Lalne. .a mercaptopurine e, la pentostatine, e. les an.lpyrimid.gues comme par example 
la cytarabine, le Fluorouracil, et la Gemcitablne. 

Parmi lea inbibiteurs de topo-lsomerases, on paut citer notamment tea inbibHeurs de 
topo-isomerases . (e.g. I'irinotecan et ,e topotecan) et les inhibiteurs des topesomerases 
15 (e.g. les anthracyclines). 

Lea agents du fuseau sent des substances gui bloguent ,a formation ou .a disparition 
du fuseau mitotigue entratnan. alnsi une inhibition de la mitose oeilulalra. Farm, ceux-c 
peut citer la vincristine, la vinblastine et les taxoldes. 

Selon un mode de relation preferee de invention la substance ayant au moins une 
20 activite cytotoxigue est ohoisie parmi lea antigenea associes aux tumeurs (AAT). Certaines 
o^loraL exprimen, des antigenea specitigues. Ces AAT peuvant etre ^ dan 
"cadre dun fragment immunotherapeutigue, pour Mta une reponse in—re centre 
Ld Jmoralas (pour une revue, voir par exemple, Bacchia et aL Haemato,og,ca, 
2000,85,1172-206). 

Les AAT utilisables dans le cadre da ."invention component mais ne . .MM pas 
a MART-1 (Kawakami et ai. J. Exp. Med. 180:347-352, 1994), MAGE-1, MAGE-3, GP-100. 
K—i et al. Proo. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 91:6458*462, 1994), CEA, ,a tyrosinase 
EST* al. X Exp. Med. 178:489, 1993,,MUC1, MUC-2. Poncogene ras mutee 
loncogl P53, CA-125. PSA, PSMA. PAP et o-erb/B2 (Boon et a,., Ann. Rev. immune,. 
30 12:337, 1994). 

Selon un autre mode de realisation de ,'invention, la substance ayant au moins une 
activtie cytotoxigue est choisi parmi les cy.oK.nes, lea polypeptides 

chimio-atiraction (i.e. chimiokines), .as prottines codees par un gene appeie < gene 
suicides les faCeurs proteigues anti-angiogenigues et les polypeptides presentant une 
35 activite d'activation de I'apoptose cellulaire. 



25 



Les cytokines sont des molecules naturellement produites a la suite d'une stimulation 
antigenique ou d'une reaction inflammatoire (Gillis and Williams, 1998, Curr. Opin. Immunol., 
10 501-503) dont I'utilite dans le cadre du traitement de certains cancers a ete montree 
noiamment par Oettger (Curr. Opin. Immunol., 1991, 3, 699-705). Selon cette premiere 
5 variante de I'invention, la substance ayant au moins une activite cytotoxique designera 
preferentiellement une cytokine choisie parmi les interferons a, p et y, les interleukines, et 
notamment l'IL-2, l'IL-4, l'IL-6, IML-10 ou l'IL-12, les facteurs necrosant des tumeurs (TNF) et 
tes facteurs stimulateurs de colonies (par exemple GM-CSF, C-CSF, M-CSF). 

Selon un mode de realisation prefere, ladite cytokine est selectionnee parmi 
10 r.nterleukine-2 (IL-2) et I'interferon gamma (IFN-y). L'interleukine-2 est notamment 
responsable de la proliferation des lymphocytes T actives, de la multiplication et de 
I'activation des cellules du systeme immunitaire (pour la sequence en acide nucleique voir 
notamment EP0206939). L'IFN-y active les cellules phagocytaires et accrort I'expression des 
antigenes de surface de classe I et II du complexe majeur d'histocompatibilite (pour la 
15 sequence en acide nucleique voir notamment EP0206920). Ces sequences en acides 
nucleiques sont incorporees a la demande par reference. 

Selon un mode de realisation particulier, le produit de combinaison selon I'invention 
est caracterise en ce qu'il comprend au moins deux substances ayant au moins une activite 
cytotoxique : l'interleukine-2 (IL-2) et I'interferon gamma (IFN-y). 

Selon une autre variante de I'invention, la substance ayant au moins une activite 
cytotoxique est un polypeptide presentant une activite de chimio-attraction (i.e. chimiokines). 
Les chimiokines constituent une sous classe de lafamille des cytokines. Elles se distinguent 
des autres cytokines par leur propriete chimio-attractive, notamment lors des processus 
naturels de chimiotactisme, et notamment d'attraction des cellules du systeme immunitaire 
25 vers les tissus dans lesquels siege Inflammation ou I'infection, ainsi que par leurs proprietes 
anti-angiogeniques. 

Les chimiokines sont des proteines de faible poids moleculaire (entre 8 et 10 kd ), de 
petite taille (de 70 a 80 acides amines) dont les sequences en acides amines presentent un 
faible taux d'homologie (variant de 10 a 70 % selon les chimiokines considerees) permettant 

30 de definir a ce jour environ 50 chimiokines differentes. Ces chimiokines peuvent neanmoins 
etre subdivisees en 4 grandes families relatives a la position des res.dus cysteines qu'elles 
renferment. Les families a dont I'extremite N-terminale comprend 2 cysteines separees par 
un acide amine unique (chimiokines de type IL-8, NAP-2, GCP-2) et p dont I'extremite N- 
terminale comprend 2 cysteines adjacentes (chimiokines de type RANTES, MIP1, MCP1) 

35 sont les mieux caracterisees (Horuk, R., 1994, Trends Pharmacol. Sci., 15, pages 159-165 ; 
Murphy, P.M., 1994, Annu. Rev. Immunol., 12, pages 593-633). 
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Dans ,e cadre de la presents invention, ia chimiokine preferee est ,a cnim,o k ,ne de 
Woe m et plus particuKeremen. se.eotionnee parmi le oroupe constant en es 

(1988, J. Exp. Med, 167, 570-581). 

.=-t=r-i.-^- 

inhibe la proliferation des prScurseurs hematopoJetiques. 

M.P1B dont les sequences en acides nucleiques et peptidique sent decrites dans 
dont les sequ par r ^ renoe 

proliferation des precurseurs hematopofetiques. .-. 

sequence correspondant 4 Act-2 (Upes et al., 1988, PNAS, oo, 
est incorporii ici en reference). 

Selon une autre variante de Invention, la substance ayant au mains una activite 

• ^.w^nrrfipr des DolVDeptides qui ne sont pas toxiques en iam muo 

Lctive . Par example ^-^"J^SS'p- 

substance hautement toxique pour la cellule, par example un cons , quence , 



1361) ; 

5 



,a eyloehrome p450 de rat e. ,a cyo.ophosphopham.de (Wei et a,., 1994, 
Human Gene Therapy 5. 969-978) ; 

. la puri ne nuc.eos.de phospho^ase d-Eschedchia - ^ - * 
..athy.pudne deoxyr.bonudeos.de (Sorscher et a... 1994, GeneT^y 1,233-238), 

. , a g uan.ne phosphodbosyl transferase <TE. =o» e» ,a 6- th.oxanth.ne (Ma* e» 
,0 Mooten, 1993, Human Gene Therapy 4, 589-596) et 

. la cytosine deaminase (CDase) et la 5-fluorooytosine (5FC). 

Salon un cas a^ntageux. — conoeme ta cas ^^-^ 
ayan, au mo,s une actMte ^-^Jii 

desaminase. 

607-615; Beck et al.. 1972, J. Bactenoi. 110. 112 . 118 ; Esders et Lynn. 

25 a 137-153, Las genes PCV1 de S^aromy^ j nnus et leurs 

col. codant respecUvement pour la CDase de ces daux o g wo93/0 1281). 
fences pubises (EP 402 108 ; Ed* - * ™££ ^l ^os ne (5-FC) en 5- 

n— .ore,, ,. est 

fluorouraale ^ ^ * 7^ ra|lulesd6poumle sd-ao 0 v i .e CDase, en raisonso,. 
30 oonverti en 5-f.uoro-UMP (5-FUMP). Us cem« P d6fici ence naturelle 

d .une mutation inactive du gene cedent pour I e^m* so* *£r^ 
pour cette enzyme (par exemp,e les ce,,u.es mammferes, so 17 . 2124- 



rtansfe.Se (Huber et a,.. 1993, Cancer Res: 53, 4619-4826 , Mullsn at a.., 1992, Proa Nat.. 
£T£ USA 89, 33-37 ; WO 93/01281). Da plus, dans oa cas, les -»~— ^ 
no tansformaas deviennent egaement sensibles au 5-FC (Hubar at a,., 1994, Proa Natl. 
Z S TsA 91, 8302-8308). Ca phenomena, appele effet da voisinage (bystander an 

eLl voisines pa, simple dKfusion Mravers la — f^^^ 
diffusion passive du 5-FU conslitua un avantaga par rapport au systeme da reference 
"pour legue, MM da voisinaga necessite un contact avao las ceilu.es gu, expnme 
S at al. 1998, Proo. Natl. Aoad. Soi. USA 93. 1831-1835). Cat affat const,rt.e par 
10 JZL un atout supplements da ru.isa.on de ,a CDasa dans la oadra da la therap,e 
genique, notamment anticanc§reuse. 

Capandant, la sens*, au 5-FC vade baauooup salon las lignaes ceMaires, Una 
«. sansibilita ast observee par exemple dans das lignSes 

du 5-FU forma par racUon enzymatigue da ,a CDasa an 5-FUMP oytoWgue. Carta «ape 
nLalemen. assuraa dans las oallulas mammiferes par I'orotate phospho-rybosyl 
ZJT l?Z at a, 1991, Canoar 88. 1903-1009), pau. atra absanta dans oartainas 
2 „ "at « " L a theraple gan*ue, basaa sur ,a CDasa. inoparanta. Crtaz las 

"o^ 

phosphoribosy. transfarasa (presentan. par constant una aotwrta 
enzyme oonvar.it egaiement !a 5-FU en 5-FUMP. Ainsi das mutants furl da la .avura S 
Zv,s,ae sunt rtsistants . da fortas concentra«ons da 5-FU (10 mM) at da 5-FC ^ 
25 car an absence d'activita UPRTasa. la 5-FU, provanant da la dasammarton du 5-FC pa la 
CDasa, n,st pas transform* an 5-FUMP cytotoxigua (dund at ^™ * ~ i 
102, 807-815). Las genes upp at FUR1 codant pour rUPRTasa raspacbvamant d & «** 
* S. caravisiaa on, ata donas a, saguancas (Andarsan a, a,., 1992, Eur. J. 8,ocham. 204. 
51-56 ; Kern etal., 1990, Gene 88, 149-157). 
3„ Selon un mode de realisation de la presente invention, la substance ayant au mains 

una aotMte cytotoxigua a una activite UPRTase ce gui «*. gue led,t po^da es 
capabie de convartr furacile ou un de ses derives en un analogue monophosphate et. en 
particulier la 5-FU en 5-FUMP. 

UUPRTase dont il est guestion dans la presents invention paut arte d'une origine 
35 gualcongue, notamment procaryotigue, fongigue ou de levure. A brte MnM * 
uenl tfac.de nucieigue codant pour las UPRTases d'E. co,i (Anderson e. a... 1992, 



Eur a. Biocnem 204, 51-56). de Uctococous lads (MarUnussen et Hammer « J.- 
Bacteno, 176, 6457-5463), de Mycobacterium bovis (Kim ^^f^^m 
41 ,117-1124) et de Bacillus subtilis (Martinussen et al„ 1995, J. Baotenol. 177, 271 274 
jm,es dans ,e cadre de Hnven,ion. Mais on prefere tout pamcujeremen, 

cerevisiae don, ,a sequence divulguee dans Kem et a,. (1990, Gene 
intr odui,e ici par reference. A atre indicatK. ies sequences des genes et ceiles "esU^ee 
ctrrespondantes peuvent etre trouvees dans ia i«erature et tea banques de donnees 
specialises (SWISSPROT, EMBL, Genbank, Medline...). 

Par ailleurs la demande W09954481 decrit un gene FUR1 depourvu de 105 

pliers residue en position N-terminaie et debutant a ,a methlomne en pos,t,on 36 dans la 
H U produft depression dugene mutant, designe FUR1A105, est capable de 
Xl un mutants de S. cerevfciae. En ^^^^Z 
15 activHe UPRTase superieure a celfc de fenzyme native. A,ns, selon u , modede «j*n 
parUculierement avantageux, .e polypeptide code selon nnvenbon eat n mutaM de « 
d'une UPRTase native. U deletion est de preference localisee dene ia regon N-termmale 
1 UPRTase d'odgine. EHe peut are tote* (concern* i'ensembta dee res,dua de ad„e 
lion N-tarmina-e, ou parteUe (concerner un ou plusleurs residua = ou n ond^s ta 
20 secure primaire). D'une maniere generate, un polypepbde eat cons** to ^partes * 
terminate centrale et C-terminaie, chacune represented environ le Here de la molecuie. Pa 
TxZ mPRTase de S. cerevisiae ayant 251 acides amines, sa parUe terminate a* 
3.1 63 premiers residue debutant a ta memionine dite inHtatnce 
m position de ,a forme native. Quant a .'UPRTase tfE. co», sa parUe N-tannmale 
25 couvre Ies positions 1 a 69. 

En outre, lea demandes de breve, W096/16183 e,W099544 8 1 decrivent .'utilisation 
d . un e proteine de fusion codan, pour una enzyme a deux domaines ayant lee aCvtes 
COaseT™ et demontrent que ,e transfer, d,n 9 ene nybride ou 
FCYV FUR1 ou FCY1::FUR1A105 porte par un plasm.de dtexpress,on augmente .a 
30 e^au 5-FC de cellules B16 transfers. Les sequences proteiques 

Ze dans ces deux demandes eon, incorporeea dans .a description de la presente 

1 m ml un second poiypeptide. Bien que la fusion puisse avoir iieu , un end™ 
queloonque du premier polypeptide, lea extremitas N eu 
35 notammen, rextremite N-term.nale. Una fusion des activltes CDase et UPRTase perme, 
d'ameliorer la sensibiMe dee cellules cibles a la 5-FC e, a la 5-FU. 



partJr des donn.es publiees, de proceder a dM* ^ ^ 

, «... — - - t^T,^ S» - 

r rr ^rr=r.^ - — - » 

demande par reference. 

formation de nouveaux cap,lla,res a parhr du reseau vase J 

thrombospondine-1, le PRP (pour ProWenn Related Protean), 
Endothelial Growth Inhibitor) les metalloproteases et I'urokmase. 

Selon une autre variante de Invention, la substance ayant au mains »*Mft 

, ; 1 identifies pour lesquels certains amino addes sent rempiaoes par 
fonotionnels ont ete identifies pour lesqus. „„ mh „ uses mutations ont 

« d'autres sans toutefois affecter la fonction p53. Par aHleurs, de nombreuses muta 

t^ es anslalitterature relate au canoer q ui peuvent se traduire par une pe e de^ 
SJTd. cette proteine (Holstein et al. 1991, Science, 253, 49-53 ; Lev,ne et a., 1991, 



Nature 351 453-456). Par exempt Baker at Science, 244, 217) ont constate que 
543-546) ou Chen et al. (1996, Gene et Deve., 10, 2438 2451), a 

Z. S ^ * " * rapoptose ' de ,a 8UPpresslon de 13 w 

ceuulaira induite par tea oncogenes ou de ^inhibition de I'angiogeneee. 

Saion un mode particuiier de .'invention, tedrt produit de oornbinaiaon 
comoorte en outre daa duantites accaptables d'un point de vue pharmaceutics d une 
TdSe capat d^lanafonnea en moiecute cytotoxic par une euostance ayantau 

*b:r:nt=^ 

licZtee d^uaa inhiban, tea enzymes de .a vote de Mo*— de novo das 
particuiier, lea or g ^ |a Uuoovonn 

* a Pn elevant le pool ^incorporation de PRPP 

^roar:— pl.ul^nde^dana^^. 

Par « acide nucleique », on entend designer un fragment d'ADN etfou d'ARN, double 

35 une region d'un acide nucleique sans limitation de tailte. 



Selon un mode * rtalisaflon prefer* de I'inventton. .'adde nucleique selon .'invention 
sera un vedeur. De f af on preferee, se,on la preserve invention. . adde nucieique , 
designs un veoteur recombinant dorigine plasmidique ou virale. Le cbooc des p— s 
utill.es dane ,e oadre de ,a presente invention est vaste. . peut s'ag de vedeun, de 
5 o,ona 9 e et/ou depression. D . un e maniere generale, lis sont connus de homme du m«,e 
et nombre dentre eux sont disponib.es commercialement, mais li est element pos ,b e de 
,es oonstruire ou ,es modifier par .es teohniques de „i^^0 1 M «*r » 
trtre dexemples ies piasmides derives de P BR322 (Giboo BRL). pUC (Gfcco BRL). 
pB.uesor.pt (Stratagene), pR E P4, P CBP4 (.nvitrogene) ou encore p Rft « - 1 
10 Gene 57 193-201). De preference, un plasm.de mis en oeuvre dans .e oadre de .a presente 
I «on Lien, una engine de replied assurant Vinson de la replica«on ans ^une 
cei,u.e produotrioe etfou une oe,iu,e bote (par exemple, on retiendra I'ongme Co,E1 pour un 
ptLe destine a etre produit dans E. co„ et ie *^™«™™^ZZ 
Loreplicab, dans una cei.u,e b6te mammifere, (Lupton et Levme. 1985. Mo.. Ce... B» ■ 5 
,5 2533-2542 ■ Yates et ai.. Nature 313, 812-815). I. peut en outre oomprendre un gene de 
ST permanent de Conner ou iden«ner .es oe,,u,es —es (par exempts 
complementation dune mutagen d'auxotropnie, 3 ene oodant pour ,a —^5 
■ antibiotique). Bien entandu. il peut oomprendre des elements supp.ementa.es ame.,0^ 
n mien eVou aa stabilite dans une ceiiu. donnee (sequence 
20 maintian sous forme de monomers dun plasmide (Summers et Sberrat. 1984. Cel. 36. 
1 103), sequences d'integratlon dans le gSnome cellulaire . 

S'agissant dun veoteur viral, on peu. envisager un vacteur derivant dun poxvirus (par 
exemple virus de ,a vaocine. notamment MVA, canaripox). dun adenovirus, dun retrovirus, 
ZZ. de I'berpes, dun alpbavirus. dun foamy virus ou dun ^^S^Z 
25 on aura de preference reoours . un veoteur non replies,* et non .ntegrabf. A ce eg^Ues 
veoteurs adLviraux oonviennent tout pamculierement a la rn.se en ceuvre de ,a p^senU 
invention. Toutefois, i. oonvlen, de noter .d que dans ,e oadre de ,a m,se en ceuv. de .a 
presente invention, la nature du vedeur revet peu d'importance. 

Les retrovirus ont la propriete dinfeder et de s'integrer majoritairement dans les 

Un re.ov.rus recombinant selon .'invention oomporte generalement lea sequences LTR^ une 
region d'encaps.dation et la sequence nudeotidique selon ,'invenbon placee sous e contrde 

retrovirus dune origlne quelconque (murin, primate, felin, bumam, etc.) t en pamouUer 
35 MoMuLV (Moloney murine leukemia virus), MVS (Murine sarcoma v,rus) ou Friend munne 

,es polypeptides viraux gag, pol et/ou env necessaires a .a cone.Hu.ion dune pamcule vrrale. 



De tel.es lignees sent decn.es dans ,a litterature (PA317, Psi CR.P GP ♦ Am-12 etc.). Le 
^ relra, selon .'invention peu. oomporter des morons notamment au mveau 

«Lon»^ 
5 type VL30) (voir lesdemandes WO9601324 etFR276261S). 

On pourra egaiemen. avo,r recours a un vecteur adenovira. defectif pour la 

rapnJon Lt a dire depoun,u de tout o U partie tfau moins une region essence a , 
replication, cesi a r d6|Stjon de , a reg|on 

replication sfilectionnee parmi lea regions E1 , E2, E4 et/ou daMon ( 8 l 
« est preferee. Mais elle peut etre combinee a d'autres modifications) / demons) 
E1 est preteree. k mesure ou le5 

10 touchant notamment tout ou partie des regions E2, E4 et/ou l 

1S ZTZLf la dotation de ,a majonte de la region E1 et de runite de transcnpuon E4 e 
" SSSi— — euse. Dans ,e but .augme^er ,es capers btec^e 
Lteur adenoviral peut en ouh* etre dipourvu de tout ou partie de la reg,on E3 non 
I^lL seion une aulre at.ema.fce. on peut me«re en ceuvre un vecteur adenovira. 
nZ^l^ aeulment .as sconces easentie„es a f eneapsida.io, a savoir .es .TPs 
nnm re ' ena , . ., et et la rSglon tfencapsidation. Par ailleurs, fongine du 

If du serotype. U peu. derh/er du genome d'un adenovirus d'origine humaine ou animate 

Arc , wo, « ^m-j - « ^^V»W 

pr^ velur i£ humaine dedvan. de prince 

3„ r SL. * seroty. C, notamment de type 2 ou , Un veered n^raUeten . 
prSsente invention peu. etre gen.ro <n vHro dans Escherichia co (E cdD paH ^on ou 
eeombinaison homoiogue (voir par exempie ,a demande interna. icnale ^7070) ou 
ancore par recombinaison dana une lignee de complementation. Les differents verteurs 
aZvilx aine, due ieurs technics de pr.para.ion son. connua £r par e^mpie 
35 Graham et Prevect, 1991. in Me.hods in Moiecular Biology, vol 7. p 109-128 . Ed . E.J. 
Murey, The Human Press Inc). 



Dans le cas ou .'acide nudeique comprend au moina una sequence codant un 
Cigonucieotide et/ou un polypeptide, I convient da preciser qua led* acide nucteique 
mporie an outre ,as e,emen,s necessaires af,n dassurer impression da ,ad,te stance 
transfart dans una celluie cib,e. no.amn.ant daa sequences promotes et/ou das 
5 uan^ da regulation efficaces dans ,adi.e cellule, a, even.ue,lement .as sequence 
iTsTpour pelttre I Wtlon ou impression » .a surface daa ce„u.es cblee du 

* *-* ^ aire8 * FeXPreSSi ° n 5 ° nt ^ TTZ nTa 

^l&ments permettant la transcription da la sequence nucleotldique en ARN et la traduction da 
7Zm en po.ypep«de, no.amment les sequences promotrices et/ou des sequences de 
,„ rZln efface dana ladite cellule, et aventuel,ement les sequences requ,ses pour 
0 — ou .expression a ,a surface das ca,,u,ea cibles dudi, p*p**J Ces 

Lments pauvent etre regulab.es ou constitutifa. Bien entendu, !a promotaur eat adapte au 
Z Inu at . la ce„u,e h6«e. On peu. cite, a «tre dexernplas, ee p— 
eucaryotea des genea PGK (Phospho Glycerate Kinase,, MT (metal,oth,one,ne . Mc Wore 
15 a,.. 1987, Mol. Cel. Biol.. 7, 838-848), «-1 an«ryps,ne. CFTR, les promoteurs du gen , cod n 
pour „ creatine kinase muscu.a,re, pour racttna, pour ,e surfacU* 
Lunog.obu.inea, pour ,a p-adne (Tabin e. a,., 1982, Mo.. Cei, B,o,., * 426-436). SR« 
(Takebe et al , 1988, Mol. Cel.. Biol., 8, 466-472), .a promoteur pracoca du v,rua SV40 
STC .e LTR du RBV (Rous Sarcoma Virus, ,e promotaur da MPSV .e promotau 
20 TK-HSV-1, la promoteur pricoce du virus CMV (Cytomegalovirus), las prorr^o*teu^& ^fli_F*^ou 
da la vaccina p7.5K pH5R, pK1L, p28, p11 at les promoteurs adenov,raux E1A et MLP ou 
u liaison debits promoteurs. ., peu, ega.emen. a'agir d'un promoteur abmuian 

ganas MUC-1 aurexprime dans ,ea cancers du sein a. de la prostate Chen at a, 1995, X 
25 Clin .nvaat 96 2775-2782), CEA (pour carcinoma anionic antigen) surexpnme dans .es 
M rrru'coion (Schrewe et a,., 1990, Mo, Ce, Bio,.. 10. J^T^ 

aurexprime dana lea melanomes (Vila at a.., 1993, Cancer Res. 63, 3860-3864), ERB 2 
uoZrime dans .es cancers du aein et du panoraaa (Harria et a.., 1994, Gene Therapy, 1, 

30 Ras 57 461-465). Le promoteur precoce du Cytomega.ov,rua (CMV) est tout 
Bremen, pJere. „ es, piemen, possib.e du.ii.eer una region promote 

Jiativea a de telles sequences promotrices. De mime, dans oe type da construct™ d acrde 
35 ItTue est possl dlntroduire des sequences nucieiques . neutres . ou introns qu, na 
nu ent Pa la transcription a, son. epissees avant .'etape de traduction. De «e.,es sequences 
au^isarions son. decri.es dans la .Marature (WO 94/29471). Led, ac.de nuete,que 
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pourra egalement renfermer des sequences requises pour le transport intracellular, pour la 
replication et/ou pour Integration, pour la secretion, pour la transcription ou la traduction. De 
telles sequences sont bien connues de I'homme du metier. Par ailleurs, les ac.des 
nucleiques utilisables selon la presente invention peuvent egalement etre des acides 
5 nucleiques modifies de sorte qu'il ne leur est pas possible de s'integrer dans le genome de la 
cellule cible ou des acides nucleiques stabilises a I'aide d'agents, tels que par exemple la 
spermine, qui en tant que tels n'ont pas MM sur I'efficacite de la transfection. 

Selon une variante preferee de i'invention, le produit de combinaison selon I'invention 
comprend au moins un acide nucleique comprenant au moins une sequence codant pour 
10 une substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 et au moins une sequence codant pour 
une substance ayant au moins une activite cytotoxique. 

Dans le cadre de la presente invention, il est possible d'utiliser I'integralite ou une 
partie seulement de la sequence d'acide nucleique codant pour une substance capable 
d'inhiber I'activite de CSF-1 ou pour une substance ayant au moins une activite cytotoxique, 
15 ou une substance derivee ou mutee, dans la mesure ou les fonctions et les proprietes de ces 
substances sont conserves. Au sens de la presente invention, on.entend par mutation, une 
deletion et / ou une substitution et/ou une addition d'un ou plusieurs nucleotides. De meme, 
il est envisageable d'utiliser une sequence codant pour un polypeptide hybride provenant de 
la fusion de la sequence codant pour une substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 ou 
20 pour une substance ayant au moins une activite cytotoxique et de la sequence codant pour 
un polypeptide d'un autre type (par exemple, d'ancrage membranaire, de secretin). 

Les acides nucleiques et les oligonucleotides selon I'invention, peuvent 
avantageusement etre associes a au moins une substance qui s'associe aux acides 
nucleiques. 

25 Par « substance qui s'associe aux acides nucleiques », on entend designer une 

substance, ou une combinaison de plusieurs substances, qui permet en particul.er 
d'ameliorer I'efficacite transfectionnelle et/ou la stabilite d'un vecteur et ou d'un 
oligonucleotide, particulierement d'un vecteur d'origine plasmidique, et/ou la protection dudit 
vecteur ou dudit oligonucleotide in vivo a I'egard du systeme immunitaire de I'organ.sme note 
30 (Rolland A. Critical reviews in Therapeutic Drug Carrier System, 15, (1998), 143-198). Ces 
substances s'associent aux acides nucleiques par interaction electrostatique, hydrophobe, 
cationique, covalente ou preferentiellement non covalente. De telles substances sont 
largement documents dans la litterature accessible a I'homme du metier (voir par exemple 
Feigner et al., 1987, Proc. West. Pharmacol. Soc. 32, 115-121 ; Hodgson et Solaiman , 
35 1996 Nature Biotechnology 14, 339-342 ; Remy et al., 1994, Bioconjugate Chemistry 5, 647- 
654) A titre illustratif, mais non limitatif, il peut s'agir de polymeres cationiques, de l.p.des 



. cationiques, mais ega,eraen, da ..posomes, da prolines nucleaires ou virales ou enoore de 
Sis neu res, zwmerioniques ou eharges negaUveraent Gas subslanoes P-^ 
lees seu.es ou en eomb.n*.son. Des exerap^^ 

permettan, da masurar laur capaoita a ame.iorer refficacHe MWn* -** >• -**» 
5 C tctaur donna, son, no,ammen, d.sponib,es dans ,as deraandes da breve, WO 
98,08 89 WO 98/1 693, WO 98/34910, WO 98/37916, WO 98/53853, E P 890362 ou WO 

" PNAS, 84, 7413-7417), ,a DOGS ou Transtech™ (Babr at a,.. 1989, PNAS 86 

,0 Z - Huang, 1991, BBRC, 179, 280-285), du DOTAP™ (MoLaehlan a, a,, 1095, Gene 
Therapy, 2, 674-622) ou de la Lipofectamine™. 

Avanlageusemem, oas lipidas oa,ioniques sont seleeBonnes parra. .as lipides 
cationiques de formule (voir EP 901 463) : 



CH2-O-R1 
CH-O-R2 

CH 2 -X-CO-CH 2 -(-NH-(CH 2 ), T ,-)n-NH 2 
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dans laquelle : 

R, R 2 IdenttqUes ou differents, son, das a.ky.es ou das aleenyias Ce-C*, 

, inSair es ouram«es, ou das carbony.es d-a.Ry.es C^C, ou daa oarbony.es d'a,oeny.es Cs - 
C 23 , lineaires ou ramifies, 

X est O, 8. S(O) ou -NR3, R 3 sont des atomes d'hydrogene ou des C r C 4 alkyles, 
n est un nombre entier positif compris entre 1 et 6, 
25 m est un nombre entier positif oompris entre 1 et 6, et quand n > 1. m peut varier a 

llnterieur d'une meme molecule. 

La subslanoe qui s'assode au* addes nuo,aiquas paut Jgateman, e*e un 
povraare ea«on*ue ,a, qua par exeraple .a po.yaraidoara.na 
B,oooniuga,a Chan, 4 (1993), 372-379), un polymere "dandnrae. (WO 95/24221). du 
SOpZhyL ira.ne ou du polypropylene Iraine (WO 96/02655), du oMosan, un 

%Z~m — 13 (US " 5 ' 595 ' 897 or FR " 2719316>; T °° m a 

.a pro.ara.ne; ,as po,y.ra,nes; ,a polyethylene .ra,a ou ^ 
Line (WO 96/02655); .as polyviny.ara.nes; ies po.yraeres polyca,.on,ques subsbtues par le 
O^rarae ,es planes, ,es oe„u,oaas; ,a po Mny.pydd.ne; ' 
35 po.yaorylatea; Ies polyoxethanes; .e po.y1h.odie,hy.arainorae,hy.e,hy.ene (P(TDAE)), .a 
pc,yhs«d.ne' la polyornKhlne; la poly-p-arainosryrene; lea polyoxethanes; Ies oo- 
«L;,a,es (Par exerap1e .ee oopo.ym.ree d'HPMA; N -( 2 -hydroxypropy,)- 
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methacrylamide); les composes decrits dans US-A-3,91 0,862, les complexes de 
polyvinylpyrrolide de la DEAE avec le methacrylate, le dextran, I'acrylamide, les poly,m.nes, 
I'albumine, le l^limethylaminomethylmethacrylate et le chlorure d'ammonium de 
polyvinylpyrrolidonemethylacrylaminopropyltrimethyl; les polyamidoamlnes; les composes 
5 telomeriques (demande de brevet EP0965583). Neanmoins, cette liste n'est pas exhaust.ve 
et d'autres polymeres cationiques connus peuvent etre utilises pour obtenir les complexes 
d'acides nucleiques de Invention. De plus ces lipldes et polymeres cationiques peuvent etre 
fluorines (voir par exemple WO 98/34910). 

La substance qui s'associe aux acides nucleiques peut egalement etre un lipide 
10 neutre, zwitterionique ou charge negativement. Ces lipides neutres, zwitterioniques ou 
charges negativement peuvent etre, par exemple, s6lectionnes dans le groupe comprenant 
les phospholipides naturels d'origine animate ou vegetate, tels que la phosphatidylcholine, la 
phosphocholine, la phosphatidylethanolamine, la sphingomyeline. la phosphatidylserme, le 
phosphatidyl-inositol , la ceramide ou la cerebroside et leurs analogues ; les phosphol.p.des 
15 synthetiques qui comportent generalement, mais non exclusivement deux chatnes d'aade 
gras identiques, tels que la dimyristoylphosphatidylcholine, la dioleoylphosphatidylchol.ne, la 
dipalmitoylphosphatidylcholine, la distearoylphosphatidylcholine, ■ la 

phosphatidylethanolamine (PE) et le phosphatidylglycerol, et leurs analogues ; la 
phosphatidylcholine, la cardiolipine, la phosphatidylethanolamine, mono-, di- ou 
20 triacylglyc6rol, et I'alpha-tocopherol et leurs analogues ; le phosphatidylglycerol, 1'ac.de 
phosphatidique ou ^analogue d'un phospholipide similaire ; le cholesterol, les glycosides, 
les.acides gras, les sphingolipides, les prostaglandines, les gangliosides, les niosomes, ou 
tout autre amphiphile naturel ou synthetique. 

Par ailleurs, les oligonucleotides et les acides nucleiques mis en ceuvre dans le 
25 cadre de la presente invention peuvent en outre comprendre des elements de ciblage 
pouvant permettre de diriger le transfert desdite(s) sequence(s) d'acide nucleique vers 
certains types cellulaires ou certains tissus particuliers (cellules tumorales, cellules de 
repithelium pulmonaire, cellule hematopoTetique, cellule musculaire, cellule nerveuse...). Us 
peuvent egalement permettre de diriger le transfert d'un oligonucleotide ou d'un ac.de 
30 nucleique vers certains compartments intracellulars preferes tels que le noyau et les 
mitochondries. II peut en outre s'agir d'elements MM la penetration a I'interieur de la 
cellule ou la lyse des endosomes. De tels elements de ciblage sont largement decrits dans la 
litterature. II peut par exemple s'agir de tout ou partie de Iectines, de peptides, notamment le 
peptide JTS-1 (voir demande de brevet WO 94/40958), ribonucleotides, de lipides, 
35 d'hormones, de vitamines, d'antigenes, d'anticorps, de ligands specifiques de recepteurs 
membranaires, de ligands susceptibles de reagir avec un anti-ligand, de peptides 
fusogeniques, de peptides de localisation nucleaire, ou d'une combinaison de tels 



compost En partner, it peut s'agir de reaidus ga,actosy. parmettant da cibler ,e recepteur 
Z as^coproteines » la surface das oe,.u.as hepatigues. da Uganda pouvant mterag, 
o teis cue das recepteurs da tacteura da —a, as «r * 

7„- « h. tadtaea da proteines d'adhesion, il paut egalement s'ag,r dun fragment 
5 t^s a, ua e tre ml F ab. d,n peptide tusogenigue .NP-7 derive da , .sous unit* 
^dTrhamagglutinine du virus influent (Piank at a,.. 1094. J. Bid. Chan, 289. 
^ dun signs- * 'ocaKsaKon nuc.aa.ra deriva da ,'antigene T du virus SV40 ou da .a 
proteine EBNA-1 du virus Epstein Barr. 

,«on denervation. Pour una administration injectabie, on prefere » 
en oln agueuse, non-aguausa ou .sotonigua. E..e pau. a«ra preaentee an dose u gua 
: en mlosee, sous tonne ..guide ou sScHe (poudra. .yoph».sat...> suscepbbie detre 
25 reconstitute da maniere extamporanea par un diiuant appropna. 

Unvantion concama agaiaman. una methode pour inhibar raxpreaaion da , CSM 
consistant a mattra an contact una oaliuia gu. exprime CSP-1 avac un 
flnvantion et,ou avac un adds nucleus oompranan. una sequence codant pour 
oligonucleotide. 

30 un autre objet sa.on .'invention consiste an .'utilisation dun oligonucieotide, capabia 
»on da CSF-1. ou dun acida nucleigue oompranant una saguanca co an 
Zr una Z^onucitetida pour ia preparation dun medicament destine au du 
corps humain ou anima.. destine notamment au traitament du cancer. 

^invention conaiata egaiemant en «sa«on dune substance capaMe d'inhiber MM 
35 de C^M pour .a preparation dun medicament pour ama,iorer incite dun traitemen, 
antitumoral. 



Les dosages les mieux approprtes varient en fonction de different* parametres tels que 
par exemple Pindhndu ou la maladie a trailer ou la vole d'administration, ou encore de 
Porgane/tissus h6te. A litre indioatif on peut citer des doses ^oligonucleotides allant de 0.6 
a 6.5 mg/kg/jour 

5 Un autre objet selon Vinvention consiste en I'utilisation d'un produit de comblnaison tel 
que decrit oi-dessus. pour la preparation d'un medicament destftfe au traitement du corps 
humain ou animal, destftfe notamment au traitement du cancer. 

Le produit de combinaison selon 1'inventlon peut fttre mis en ceuvre dans le cadre 
d'une uftlisation simultanee, consecutive ou etalee dans le temps. Simultanement fait 
,0 reference a une co-administration. Dans ce cas. les composes (I) et (ii) peuven etre 
melangees prealablement a radministration ou peuvent etre administreee en meme tempa 
dans la cellule ou I'organisme hate. II est egalement possible de les admimstrer 
consecutivement, Cest a dire run. apres Pautre, quelle que so* la oompoaante du produrt de 
combinaison selon I'invention administree en premier. Enfln, on peut avoir reoours a un 
15 mode cfadministratlon etale dans le temps ou intermittent qui s'anete et reprend a intervene 
regulier ou non de run et/ou de I'autre des deux composantes. On indique que les vo,es et 
les sites d'administration des deux composantes peuvent atre dlfferents. 

Selon un mode de realisation prefer* de I'invention. la substance capable d'inhiber 
Pactivite de CSF-1 et/ou I' acide nuolelque, comprenant au moins une sequence oodant pour 
20 une substance capable d'inhiber Pactivfte de CSF-1 est administree prealablement de fason 
. ce que la concentration en CSF-1 dans le plasma de i'organisme hole soft inferieure a 350 
pg/ml au moment de radministration de la substance ayant au moina une acuvrte 
cytotoxique. 

La quantfte de produit de combinaison a administrer varie en fonction de differents 
25 paramettea tela que par exemple ,a nattrre de la substance capable d'inhiber ractivfte de 
CSF-1 la nature de la substance ayant au moins une activite cytotoxique, hndrvidu ou la 
maladie • trailer ou la voie d'administration, cu encore de Porgane/Ussus hate. A trtre 
indioatif, on peut ofter des doses de substances ayant au moins une activite cytotoxique de 
75 mgim de CDDP en une fois et de 500 mg/kg/j pendant 5 joura dans le cas du cancer du 
30 col uterin. 

Selon Invention, les voles d'administration envisageables aont multiples. On peut 
citer par exemple la voie systemique, intragastrique, aous-cutanee, intraoard.aque, 
intramuaculaire, intraveineuae, intralymphatique, intraperftoneale, intratumorale. intranaaale, 
intrapulmonaire ou intratracheal* Pour oes trois derniers modes de realisation, une 
35 administration par aerosol ou instillation est avantageuse. De manure tout a fait preferee 
,'adminiatratton de Poligonucleottde ou du produit de combinaison selon I'invenfton est 



M* par vo,e intralymphatique Wratumorate o U peritumorale, Cast a dire dans una 
tumeur accasaibla, a aa peripherie ou dana un vaissaau iymphaflque ou un gang„on ra.,a a 
I'organe affecte ou a la tumeur. 

L'invention a'atand egalement a une mathoda pour le traitement das maladies par 
5 therapie genique, caractensee en oa que .'on administre a un organiama ou a une cellute 
h6te ayant besoin dun te. traltement un produit de oomblnaison aelon rinventon comprenant 
au moins un aoide nudeique et/ou au mains un oligonucleotide. 

Avantageusement. dans le oas dun lament des maladies par therapie genique 
,.aoide nudeique, en function de ,a nature du (ou des) vecteur(a) «H oomprendra dans 
10 sa forme pr§te k Stre administrer : 

. lorsque le vecteur eat d'orlgine plasmidique, de 0,01 a 100 mg d'ADN, de preference 

entre 0,05 a 10 mg at, de maniere tout i fait prefer^ de 0,5 a 5 mg ; 
. lorsque le vecteur eat d'odgine virale, antre 10< et 10« ufp (unites former* des 
plages), avantageusement entre 10' et 10" ufp et da preference antra 10 et 10 
15 ufp. 

Lorsque ledit traitament met en oauvre une aubstanoe ayant une activite UPRTase , » 
peut etre avantageux d-adminis^r an ou*e une seconde aubatanoa pr.sent.nt une actwrte 
CDaae. Dans ce dernier cas. .'administration dea sequences UPRTase e, CDase pe* at* 
simul.an*e ou consecutive. I'ordre d'administra«on Stan, aana importance.Selon un te, mode 
M de reaction, la methode de traitement oomprendra piemen, una ^ 

seion laqueile on adminiatrera a rorganiama ou .a cellule h6.e des quanta acceptable 
dun point de vue pharmaceutique dune prorogue, avantageusement dun ana ogua de 

L employee aveo une preference pour 200 mg/Kg/jour. Cette predrogue peut etre 
2 5 linistL seion las pratiques standards a, ceo. de manure prtalable, concom^n « eou 
encore posture a celle du produit de combinaison de ,a presente ,nven.,on. La vo,e orate 
est pnlferee. On peut administrer une dose unique de prorogue ou des doses repetees 
pendant un temps suffsamment long pour permettre ,a product du metabdite tox,que au 
sein de 1'organisme ou de la cellule h6te. 
, Parmi les applications enviaageables, on peut oHer les cancers du sein, de Tovaire de 
,u,erus (notamment oeux Induits par las papillomas virus,, de la prostate, du poumon de ia 
vessie du foie, du coion. du pancreas, de Vestomac, de roasophaga, du larynx du systeme 
nerveux central et du sang (lymphomas. leucSmie etc..) des os (sarcomas) . 

Salon un mode avantageux de Invention, futilisation ou la methode de traltement de 
35 .'invention est assooiee a un traltement anterieur ou uHerieur du patient par oh,rurg,e 
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(notamment par ablation de la tumeur partiellement ou totalement) ou par radiotherapy 
Dans ce cas partloulier, le traitement selon invention est applique de maniere prealable, 
concomitante ou fait suite audit seoond traitement. De maniere preferee, oe traitement sera 
applique suite audit second traitement. 

5 De fason similaire. MltacM du transfer! intra-oellulaire de Poligonuoleotide ou de 

ractde nucieique peut etre avantageusement fadlitee par exemple par combinaison avec un 
traitement d'eleotroporation (Vioat et al„ 2000, Human Gene Therapy, 1 1 , 909-916) et/ou un 
traitement visant a modifier la permeabilite des vaisseaux sanguine dans lesquels est 
realist 1'administration (WO 98/58542), ou par tout autre moyen decrit dans la Mterature. 

10 Lea exemples qui suivent ont pour but dlllustrer .ea differents objets de la presente 

invention et n'ont par consequence aucun caractere limitatif. 



EXEMPLE 1. 
15 Oligonucleotides: 



Tous les oligonucleotides utilises dans cette etude (SEQ ID NO:2 * SEQ ID NO:5) ont 
ete aynthetises par Eurogantec (Seraing, Belgique) et purities par chromatography Les 
modifications des oligonucleotides utilises dana cette etude sent de deux ordres. 
20 Premierement, une modification du squelette phosphodieeter en phosphoroth.oate. 
Deuxiemement, une modification de la chimie des bases, Uridine (U) etant remplaceapar 
une 5-(1-pro P ynyl)-2'deoxyuridine (pdU) et la cytoaine C par une 5-(1-propynyl)-2- 
deoxycytidine (pdC>. Le taux de substitution des bases a ete limlte e 60 % du contenu en C 

25 61 U ' La capacite des oligonucleotides utilises t s'hybrider t SEQ ID NO:1 a ete veritiee. In 
vitro par des experiences de denaturation thermlque. La formation du duplex 
oliqonucieotide/SEQ ID NO:1 a ete suivie en mesurant rabsorbance a 260nm dune solution 
contenant 1 pm ^oligonucleotide et 1 pm de SEQ ID NO:1, en fonction de la temperature 
routes les experiences ont ete realisees dans un tampon 10 mM cacodylate, 50mM MaCi, 

30 pH 7,0. 

Culture cellulalre et transfectlon des oligonucleotides. 

La lignee NS2T2A1 est une lignee de cellules de sein humaine (Ma et al., InL J. 
35 Cancer ,1998, 78:112-119) obtenue par mammoplastie, transferees par SV40. Cette kgnae 
secrete le CSF-1 de maniere lineaire en fonction de la croissance cellulalre. 



Us cellules ontete culflvees dans du miiieuMS (Gibco, France) cc^iemente avecS 
% de serum de cheval comma dec* per Ma. at a., (.nt J. Cancer ,19 98, 78.112-1 9) 
.•ensemencement a ete feit dene dee plaques de 6 puits a una concentre ,o de 5. 0 
JZ»* - —on par ,ee oiigonucleofldes e eterealteee «^ * 
oe,lu,es etaient en phase de croissance exponent* e» qu'eiles ava,ent attemt 60 A a 80 
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de confluence 



U transfection par ,es oligonucleotides a ete realist a fe.de de * -3815 

(Gle „ reaserch. Sterling, VA). Les oiigonucleofldes et la cytofecflne ont ete dtlues 

^cflneestmelengeeavecunvo^ 

15 minutes a temperature ambiante de maniere a parmettra la format,on des compexes 
ill^ofectina. Ensulte, du milieu M 5 est aioute * la -Won da men,ere a 
obLnir les concentraflons flna.ee suh-antes : 2,4 pg/m. da cytofecflne at 250 nM 

15 vole flne, de 1 ml. Les complexes oifconucteofldes/cytofecflne ont ete 

avec les cellules pendant 24h. Toutee tee etapes decn.es o-dessus ont ete realises* 

"""tes experiences ont ete rea„sees en tdpiicate pour cheque concentraflon 
^oligonucleotides. 

20 

Quantification de CSF-1 

La quanme de CSF-1 secrete dans «e milieu de culture des cellules NS2T2A1 a ete 

mesureepa^^^ 
25 r P rl o.e decrit par ,e fournisseur (R & D systems, Europe Ltd, UK) Les resultaU son 
, X en pourcentage de CSF-1 exprim* par ,es ceilules transfers par rapport au 
CSF-1 exprime par a une lignee cellulaire non transfectee. 

Resultats 

30 Les results obtenus sont regroupes dans le tableau c.-dessous. 



Sequence de 
('oligonucleotide 



SEQ ID NO:2 



SEQ ID NO:3 



SEQ ID NO:4 



Region d'hybridation 
sur SEQ ID NO:1 



135-152 



284-301 



SEQ IDNO:5 409-426 



Pourcentage de CSF- 
1 exprime 



70% 



50% 



90% 
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Ces resultats indiquent clairement que les cellules transferees par les 
oligonucleotides selon Invention expriment moins de CSF-1 que les cellules non- 
transfectees par lesdits oligonucleotides. 



LISTE DE SEQUENCES 



<110> TRANSGENE SA 

institut Curie 

< a2 0> Produits de confcinaison utilisable dans le cadre d'un 
traitement antitumoral . 

<130> CSF1 

<140> 
<141> 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 3939 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<300> 

g cc gggg c g c ccactcc g ca g =a g cca g c g accede ^tct/tcL 180 

g cc g cc ggg c g ct g ccctcc c^m, '^LL g ltt gggagt 240 

ct gg c g a g ca gg agtatcac o 9 a gg a gg t g tcsraaatact «V« gtcccaaatt 300 

gg acacct g c a,tctct g ca g c gg ct g att g aca g tca g a „ ^ 

acattt g . g t tt g t» g aoca gg aaca g tt g ^ >5ataa oaoog ccaat 420 

tttctcct gg tac.a g a=at aat gg a gg ac cttc a c=aa g 480 

cccatc g cca tt g t g c, g ct ™»<*° ^^tct at g a g acacc tctcca g tt g 540 
g attat g aa g accataacaa gg cct g c g tc cgaactttct a g g 6Q0 
ct gg agaag g cttt-tgaa » = 66 o 

attttca g ca ag aact g caa caacagcttt acig » --..tciacoc g gcctct g tc 720 
aag cct g att g ca a ctgcct g ta==ccaaa 9—tooct. - SU gaggac ,80 

tcccctcatc a g cc=ctc g c cccctccatg I"-**" accccctgc! cacl g t gg at 840 
tct g a ggg aa =t g a ggg =a g =t=cctctt g g cc g ccaga g 900 

c= agg =a g t g c=a ag =a g c g 5 ™ ^ ^ 960 
a=ccca g tt g tcaa gg acag ££££ t ggg cactaa tt g g g t=cca 1020 

9ccttca.cc cc ggg at gg a gg atattctt g actct g caa ^ „ ot ttccccc 1080 

gaagaagcct ct ggag a gg c c. g t g a g att ^tcctctca 1140 

tcca gg =c. g g a ggggg ca g cat g =a g aca oagcccgcca ^acccagca 

55= =r. = = = j r ™ ; = 
=:r. s=r = = x= - - - 
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tccagaagcc actcctcggg cagcgtgctg ccccttgggg agctggaggg caggaggagc 1440 
accagggatc ggacgagccc cgcagagcca gaagcagcac cagcaagtga aggggcagcc 1500 
aggcccctgc cccgttttaa ctccgttcct ttgactgaca caggccatga gaggcagtcc 1560 
gagggatcct ccagcccgca gctccaggag tctgtcttcc acctgctggt gcccagtgtc 1620 
atcctggtct tgctggctgt cggaggcctc ttgttctaca ggtggaggcg gcggagccat 1680 
caagagcctc agagagcgga ttctcccttg gagcaaccag agggcagccc cctgactcag 1740 
gatgacagac aggtggaact gccagtgtag agggaattct aagctggacg cacagaacag 1800 
tctcttcgtg ggaggagaca ttatggggcg tccaccacca cccctccctg gccatcctcc 1860 
tggaatgtgg tctgccctcc accagagctc ctgcctgcca ggactggacc agagcagcca 1920 
ggctggggcc cctctgtctc aacccgcaga cccttgactg aatgagagag gccagaggat 1980 
gctccccatg ctgccactat ttattgtgag ccctggaggc tcccatgtgc ttgaggaagg 2040 
ctggtgagcc cggctcagga ccctcttccc tcaggggctg cagcctcctc tcactccctt 2100 
ccatgccgga acccaggcca gggacccacc ggcctgtggt ttgtgggaaa gcagggtgca 2160 
cgctgaggag tgaaacaacc ctgcacccag agggcctgcc tggtgccaag gtatcccagc 2220 
ctggacaggc atggacctgt ctccagacag aggagcctga agttcgtggg gcgggacagc 2280 
ctcggcctga tttcccgtaa aggtgtgcag cctgagagac gggaagagga ggcctctgca 2340 
cctgctggtc tgcactgaca gcctgaaggg tctacaccct cggctcacct aagtccctgt 2400 
gctggttgcc aggcccagag gggaggccag ccctgccctc aggacctgcc tgacctgcca 2460 
gtgatgccaa gagggggatc aagcactggc ctctgcccct cctccttcca gcacctgcca 2520 
gagcttctcc agcaggccaa gcagaggctc ccctcatgaa ggaagccatt gcactgtgaa 2580 
cactgtacct gcctgctgaa cagcctcccc ccgtccatcc atgagccagc atccgtccgt 2640 
cctccactct ccagcctctc cccagcctcc tgcactgagc tggcctcacc agtcgactga 2700 
gggagcccct cagccctgac cttctcctga cctggccttt gactccccgg agtggagtgg 2760 
ggtgggagaa cctcctgggc cgccagccag agccgctctt taggctgtgt tcttcgccca 2820 
ggtttctgca tcttccactt tgacattccc aagagggaag ggactagtgg gagagagcaa 2880 
gggaggggag ggcacagaca gagagcctac agggcgagct ctgactgaag atgggccttt 2940 
gaaatatagg tatgcacctg aggttggggg agggtctgca ctcccaaacc ccagcgcagt 3000 
gtcctttccc tgctgccgac aggaacctgg ggctgagcag gttatccctg tcaggagccc 3060 
tggactgggc tgcatctcag ccccacctgc atggtatcca gctcccatcc acttctcacc 3120 
cttctttcct cctgaccttg gtcagcagtg atgacctcca actctcaccc accccctcta 3180 
ccatcacctc taaccaggca agccagggtg ggagagcaat caggagagcc aggcctcagc 3240 
ttccaatgcc tggagggcct ccactttgtg gccagcctgt ggtgctggct ctgaggccta 3300 
ggcaacgagc gacagggctg ccagttgccc ctgggttcct ttgtgctgct gtgtgcctcc 3360 
tctcctgccg ccctttgtcc tccgctaaga gaccctgccc tacctggccg ctgggccccg 3420 
tgactttccc ttcctgccca ggaaagtgag ggtcggctgg ccccaccttc cctgtcctga 3480 
tgccgacagc ttagggaagg gcactgaact tgcatatggg gcttagcctt ctagtcacag 3540 
cctctatatt tgatgctaga aaacacatat ttttaaatgg aagaaaaata aaaaggcatt 3600 
cccccttcat ccccctacct taaacatata atattttaaa ggtcaaaaaa gcaatccaac 3660 
ccactgcaga agctcttttt gagcacttgg tggcatcaga gcaggaggag ccccagagcc 3720 
acctctggtg tcccccaggc tacctgctca ggaacccctt ctgttctctg agaactcaac 3780 
agaggacatt ggctcacgca ctgtgagatt ttgtttttat acttgcaact ggtgaattat 3840 
tttttataaa gtcatttaaa tatctattta aaagatagga agctgcttat atatttaata 3900 
ataaaagaag tgcacaagct gccgttgacg tagctcgag 3939 



<210> 2 
<211> 18 
<212> ARN 



<213> Sequence artificielle 



<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle: oligonucleotide de synthe: 

<400> 2 

gggagggugc uguaccga 



<210> 3 
<211> 16 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle -.Oligonucleotide de synthese 

<400> 3 

ucuggagcag guuaau 



<210> 4 
<211> 18 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle -.Oligonucleotide de synthese 

<400> 4 

acacgaugga auucuucc 



<210> 5 
<211> 18 
<212> ARN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle: oligonucleotide de synthese 

<400> 5 

uuguggcggu uaggguag 
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Revendications 

1. Produit de combinaison comprenant : 

(i) au moins une substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 et/ou au moins 
un acide nucleique, comprenant au moins une sequence codant pour une 

5 substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 et, 

(ii) au moins une substance ayant au moins une activite cytotoxique et/ou au 
moins un acide nucleique, comprenant au moins une sequence codant pour une 
substance ayant au moins une activite cytotoxique. 

2. Produit de combinaison selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
10 substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 est un oligonucleotide . 

3. Produit de combinaison selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en 
position 97 et le nucleotide en position 99 Indus de SEQ ID N°:1 . 

4. Produit de combinaison selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit 

15 oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 121 et le nucleotide en position 450 inclus de SEQ ID NO:1. 

5. Produit de combinaison selon la revendication 4, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 131 et le nucleotide en position 391 inclus de SEQ ID NO:1. 

20 6. Produit de combinaison selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit 

oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 135 et le nucleotide en position 152 inclus de SEQ ID NO:1. 

7. Produit de combinaison selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 

25 en position 284 et le nucleotide en position 301 inclus de SEQ ID NO:1 . 

8. Produit de combinaison selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide est capable de s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide 
en position 341 et le nucleotide en position 358 inclus de SEQ ID NO:1. 

9. Produit de combinaison selon I'une des revendications 2 a 8, caracterise en ce 
30 que ledit oligonucleotide comprend de 8 a 30 nucleotides 
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10. Produit de combinaison selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit 
oligonucleotide comprend de 12 a 25 nucleotides 

1 1 . Produit de combinaison selon la revendication 1 , caracterise en ce que la 
substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 est un anticorps. 

5 12. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 11 caracterise en ce 
que la substance ayant au moins une activite cytotoxique est choisie parmi les 
substances interagissant avec I'ADN, les antimetabolites, les inhibiteurs de topo- 
isomerases, les agents du fuseau et les agents cytostatiques. 

13. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce 
10 que la substance ayant au moins une activite cytotoxique est un antigene associe 

aux tumeurs. 

14. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
que la substance ayant au moins une activite cytotoxique est choisie parmi les 
cytokines, les polypeptides presentant une activite de chimio-attraction, les 

15 proteines codees par un gene suicide, les facteurs proteiques anti-angiogeniques 
et les polypeptides presentant une activite deactivation de I'apoptose cellulaire. 

15. Oligonucleotide, capable d'inhiber I'expression de CSF-1, de 8 a 100 nucleotides 
de long caracterise en ce qu'il est capable de s'hybrider a la region comprise 
entre le nucleotide en position 121 et le nucleotide en position 450 Indus de SEQ 

20 ID N°:1 

^.Oligonucleotide selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il est capable de 
s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 131 et le nucleotide 
en position 391 inclus de SEQ ID N°:1. 
17.Oligonucleof.de selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est capable de 
25 s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 135 et le nucleotide 
en position 152 inclus de SEQ ID N°:1 . 
^.Oligonucleotide selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est capable de 
s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 284 et le nucleotide 
en position 301 inclus de SEQ ID N°:1 . 
30 ^.Oligonucleotide selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il est capable de 
s'hybrider a la region comprise entre le nucleotide en position 341 et le nucleotide 
en position 358 inclus de SEQ ID N°:1. 



20. Oligonucleotide selon Tune des revendications 15 a 19, caracterise en ce qu'il 
comprend de 8 a 30 nucleotides. 

21. Oligonucleotide selon ia revendication 20, caracterise en ce qu'il comprend de 12 
a 25 nucleotides. 

5 22. Oligonucleotide selon Tune des revendications 15 a 21 , caracterise en ce qu' H 

est associe a une substance qui s'associe aux acides nucleiques. 
23. Oligonucleotide selon la revendication 22, caracterise en ce que ladite substance 

qui s'associe aux acides nucleiques est choisie parmi les lipides cationiques, 

polypeptides et polymeres cationiques. 
10 24.Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend une sequence codant pour un 

oligonucleotide selon 1'une des revendications 15 a 22. 

25. Acide nucleique selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il est un vecteur 
plasmidique. 

26. Acide nucleique selon la revendication 24, caracterise en ce qu'il est un vecteur 
15 viral. 

27. Acide nucleique selon Tune de revendications 24 a 26, caracterise en ce qu'il est 
associe a une substance qui s'associe aux acides nucleiques. 

28. Acide nucleique selon la revendication 27, caracterise en ce que ladite substance 
qui s'associe aux acides nucleiques est choisie parmi les Upides cationiques, 

20 polypeptides et polymeres cationiques. 

29. Composition comprenant au moins un oligonucleotide selon I'une des 
revendications 15 a 23 et un vehicuie acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. 

30. Composition comprenant au moins un produit de combinaison selon Tune des 
25 revendications 1 a 14 et un vehicuie acceptable d'un point de vue 

pharmaceutique. 

31 .Utilisation d'un produit de combinaison selon les revendications 1 a 14, pour la 

preparation d'un medicament pour le traitement du cancer. 
32. Utilisation d'une substance capable d'inhiber I'activite de CSF-1 pour la 
30 preparation d'un medicament pour ameliorer I'efficacite d'un traitement 
antitumoral. 
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33. Utilisation d'un oligonucleotide selon les revendications 15 a 23 pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement du cancer. 
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